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(g) La presents invention concerne des molecules peptidi- 
ques a action sur les germes a Gram positif. 

Molecules caracterisees en ce qu'elies presentent la defini- 
tion suivante : 

peptides basiques de 40 acides amines comportani 6 cysteines 
engagees dans 3 ponts disulfure, synthetisees par des larvcs 
de I'insecte Phormia terranovae apres immunisation, ces 
molecules ayant une activite centre des germes a Gram positif. 
Leurs sequences sent comme suit: 

1 10 20 30 » 40 

ATCDLL3GTC INHSACAAHC LLPGNRGOYC NGXGVCVCFN CA> 
I 10 20 30 • 40 

ATCDLLSGTC INHSACAAHC LLRGNBCGYC NRKCVCVCRH <B) 
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Molecules peptidiques a action sur ies germes a Gram posltif 

I A or^sente Invention concerne Ies domaines de la medecine humalne et veterinaire phytosanitaire et de 

'° ''S il a ete isole et caractensa. chez des Lepidopteres, deox families de peptides antibacteriens induits au 

re°s"p"ecTre d"ac^^^^^^^^^ baJi.riel .^Gram negatirtMitre d'examp.e, .a masse mo,6cu>aire 

dontle spectre d action est large aus^^^^ resultats de ce travail ont ete publies notamment dans European 
de la diptencne A est de f 21 Da) Us resultats ae ce . jans cette publication, il est traite de la 

r^oV^ no ,„ cr-icMPPQ nF I A VIE" oaaes 155-160. Academie des Sciences . E. KEPPI et ai. . 

'"'l^s flgures2 et 3 sent des diagrammes representant la purification de deux molecules peptidiques par 
chromatographie liquide a haute performance en phase inverse, et 

test d etalement sur agar ou sur gelose ensemences de 9--^^^^^^^^^^^^^^^ eSSne en r^iSr" 

represente le diagramme de separation correspondant. dans lequel I ^q- 2 

decametre d'etalement est indiquee sur l ordonnee de gauche, la concentration en tampons, en mm . 10 , 
sur rordonnee de droite et le volume de tampons, en ml . 10" z en abscisse. 
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Ensuite, les molecules obtenues sont filtr6es sur cartouche connue sous la denomination commerctale Sep 
Pack C18 Waters et purifiees en chromatographie liquide a haute performance en phase inverse, couramment 
appelee HPLC phase inverse sur une colonne connue du type Baker-Bond C18 WP avec elution par gradient 
lineaire d'acetonitrile. Les figures 2 et 3 des dessins annexes representent revolution des diagrammes de 
purification de deux molecules conformes a rinvention en fonctlon du temps de retention indique en abscisse 
et du taux d'acetonitrile. 

Le procede decrit ci-dessus permel robtention. sous forme pure, de proteines anti-Micrococcus luteus 
representees par les pics A et 8 aux figures 1 a 3. 

Conform6ment a une caracteristlque de rinvention. la molecule presente la sequence peptidique suivante : 

1 10 20 * ' 30 * 40 

ATCDLLSGTG INHSACAAHC LLRGNRGGYC NGKGVCVCRN (A) 

Selon une autre caracteristlque de rinvention, lamol6cu!e presente la sequence peptidique suivante : 
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1 10 20 30 * . 40 

ATCDLLSGTG INHSACAAHC LLRGNRGGYC NRKGVCVCRN (B) 20 

Les sequences peptidlques representees ci-dessus se caracterisent par la presence de six cysteines en 
position homologue. tous les r^sidus etant identiques a {'exception du residu 32 designe par un qui est une 
glycine dans la premiere' molecule et une arginine dans la deuxieme molecule. Ce remplacement expiique le 25 
comportement differentiel des molecules precitees (A) et (B) en chromatographie echangeuse de cations, la 
dernidre molecule (B) citee presentant un residu. I'arginine. ayant plus de charges positives. Les pics A et B de 
la figure 1 des dessins annexes correspondent respec tivement a la premiere et a la seconde molecules 

precitees. , . 

Une mesure de la masse chimique des molecules precitees (A) et (B) a 6te realisee par spectrometrie de 30 
masse en mode a bombardement par atome rapide positif en utilisant une resolution suffisamment basse, R 
etant egal i 1000, afin que le massif pseudo-molecuiaire protone apparalsse comme un pic homogene. Dans 
ces conditions, la masse moleculaire mesuree pour la molecule (A) s'est ^tablie a 4060.22 Da pour une masse 
attendue (calculee) de 4060,21 Da et celle mesuree pour la molecule (B) s'est etablie a 4159.16 Da pour une 
masse attendue de 4159.35 Da. Cette mesure correspond a la forme oxydee des six cysteines, a savoir 35 
comporte six unites de masse en moins par rapport a la structure moleculaire calculee a partir de la structure 
primaire etablie, prouvant que trois ponts cysteines sont formes. Une mesure de masse mono-isotopique. 
pour la molecule (A) a permis d'etablir une masse de 4057,90 Da pour une masse attendue de 4057.81 Da. 

Uactivit^ des molecules peptidlques conformes a I'inventlon a ete testee sur differentes souches 
bacteriennes par un test d'ensemencement sur agar ou gelose. A cet effet, un spectre antibacterien de la 40 
molecule (A) a ete realise a raison de 800 ng par essai sur les germes a Gram positif suivants : 
1 . Micrococcus luteus, et 
2- Bacillus megaterium 

3. a 7. Bacillus subtilis. suivant souches S3, Mo201 . 6633, QB122 et QB935. 

8. a 10. Bacillus thuringiensis, suivant souche Sm \ Rif ' et 53137. et ^5 

1 1 . Staphylococcus aureus, ainsi que sur 

12. ^ 14. Escherichia coli, suivant souche D 31, BZB1011 et7624, 

15. Enterobacter cloacae (souche [5 12) et 

16. Pseudomonas aeruginosa. 

Le spectre antibacterien obtenu. represents a la figure 4 des dessins annexes, a permis de constater que 50 
les molecules conformes a rinvention sont actives sur les germes a Gram positif : Micrococcus luteus et 
Bacillus megaterium. de maniere tres efficace et, avec une efficaclte un peu moindre sur les autres germes a 
Gram positif, a savoir Bacillus subtilis. Bacillus thuringiensis et Staphylococcus aureus, alors qu'elles ne sont 
pas actives sur les germes k Gram negatif : Escherichia coli. Enterobacter cloacae et Pseudomonas 
aeruginosa. , 

Les nouvelles molecules peptidiques conformes a rinvention peuvent avantageusement etre utilisees pour 
robtention d'un medicament. Un tel medicament peut avantageusement servir comme agent antibacterien. 

Selon une autre caracteristlque de rinvention. les nouvelles molecules peptidiques ont une action 
bactericide sur les germes a Gram positif. Cette caracteristlque a ete demontree par une serie d'experiences 
in vitro. La cible principale des molecules conformes a rinvention est la membrane cytoplasmique des 60 
bacteries. Ces molecules sont bactericides mais ne sont pas bactSriolytiques. 

Les molecules conformes ^ I'invention. qui pourraient avantageusement etre appelees phormlcines (du nom 
de Tinsecte Phormia terranovae), sont de nouveaux antibiotiques de taille relativement petite a spectre 
d'action specifique pour les germes a Gram positif. Ces molecules sont plus particulierement applicables dans 
les domaines de I'industrle alimentaire, phytosanitaire et de la medecine humaine et veterinaire. Leur utilisation 65 
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dans le domaine agro-alimentaire, en particulier comme peptides antibacteriens inductibles d*insectes est 
partlcullerement interessante. 

Les genes des molecules peptidiques conformes a Tinvention peuvent egalement etre clones et les genes 
(ou les ADN complementaires) peuvent etre introduits dans plusieurs systemes d'expression tels que la levure 
5 ou le baculovirus, ou etre produites en masse en fermentateurs. Ces molecules peuvent egalement etre 
utilisees dans des precedes de mutagenese afin d'isoler des mutants ayant de nouvelles proprietes 
antibacteriennes. De meme, les genes codant pour ces molecules peuvent etre introduits dans des plantes 
afin d'augmenter leur resistance a des agents pathogenes. 

Les molecules peptidiques selon ('invention constituent, en outre, les complements indlspensables d'une 
10 strategie biotechnologique basee sur {'utilisation des cecropines et des diptericines qui agissent sur des 
germes a Gram negatlf. Par ailleurs. leur faible taille et leur resistance au traitement a la chaleur et aux 
conditions acides presentent egalement un aspect tres favorable pour une utilisation biotechnologique. De 
plus, ces nouvelles molecules peuvent agir. dans le domaine de l*industrie alimentaire. comme agent 
empechant ia contamination par des germes a Gram positif, pendant la fabrication et, apres la fabrication, 
15 comme agent conservateur Dans le domaine phytosanitaire. ces molecules peuvent etre utilisees en lieu et 
place des produits chimiques usuels. 

Dans le cas de selection d'analogues, apres mutagenese du gene, pour une adaptation a des besoins 
specifiques des industries agro-alimentaires et pharmaceutiques, ces analogues peuvent etre integres dans 
des souches de levure ou de bacteries lactiques couramment utilisees en production, afin d'eliminer les 
20 contaminations bacteriennes nocives parfois presentes dans ces produits. 

Dans le domaine phytosanitaire. les genes correspondant aux mutants donnant des peptides efficaces, 
peuvent eventuellement §tre integres dans le genome de plantes choisies afin de les rendre plus resistantes a 
des maladies d'orlgine bactdrienne. 

Blen entendu. la presente invention ne se limite nullement aux indications et aux applications decrites. 
25 D'autres indications et applications sont possi bles, ainsi que des modifications aux Indications et aux 
applications decrites, sans sortir pour autant du domaine de protection de invention. 



Revendications 

30 

1 . Molecules peptidiques caracterisees en ce qu'elles presentent la definition sulvante : 
peptides basiques de 40 acides amines comportant 6 cysteines engagees dans 3 ponts disulfure« 
synthetisees par des larves de IMnsecte Phormia terranovae apres immunisation, ces molecules ayant une 
activite contre des germes a Gram positif. 
35 2. Molecule suivant la revendication 1. caractSris^e en ce qu*eile presente la sequence peptidique 

suivante : 

1 10 20 30 * 40 

40 ATCDLLSGTG INHSACAAHC LLRGNRGGYC NGKGVCVCRlM (A) 

3. Molecule suivant la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle presente la sequence peptidique 
suivante : 

45 

1 10 20 30 * 40 

ATCDLLSGTG INHSACAAHC LLRGNRGGYC NRKGVCVCRN (3) 

50 

4. Utilisation de molecules suivant Tune quelconque des revendications 1 a 3 pour Tobtention d un 
medicament. 

5. Utilisation de molecules suivant Tune quelconque des revendications 1 a 3 pour I'obtention d'un 
produit de traitement phytosanitaire. 

55 6. Utilisation de molecules suivant I'une quelconque des revendications 1 a 3 comme agent 

antibacterien. 

7. Utilisation de molecules suivant Tune quelconque des revendications 1 a 3 comme agent 
antibacterien sur les germes a Gram positif. 

8. Utilisation de molecules suivant I'une quelconque des revendications 1 a 3 comme agent bactericide, 
60 9. Utilisation de molecules suivant I'une quel conque des revendications 1 a 3 comme agent 

antibacterien sur les germes a Gram positif dans le domaine de I'industrie alimentaire. 
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